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1. Einführung
1.1. Physikalische Grundlagen von Strahlung
1.1.1 Lichtstrahlung
Licht ist eine elektromagnetische Strahlung. Abhängig von der
Frequenz spricht man von Gammastrahlung, sichtbarem Licht,
Röntgenstrahlung,  Fernseh-,  Mikro-  und  Radiowellen.  Sie
unterscheiden sich dabei in der Wellenlänge und Frequenz. Es
gilt das folgende Prinzip: Je größer die Wellenlänge ist, desto
kleiner  ist  die  Frequenz.  Die Frequenz ist  eine Maß für  die
Anzahl  der  Schwingungen  pro  Zeiteinheit  und  wird  mit  der
Einheit Hertz (Hz = 1/s) bestimmt. Als die Wellenlänge wird die
Distanz zwischen zwei Punkten einer Welle mit gleicher Phase
bezeichnet, bei denen der gleiche Schwingungsstatus besteht.
Ihre  Einheit  ist  Nanometer  (nm).  Zwischen  der
Ausbreitungsgeschwindigkeit  (v),  der  Frequenz  (f)  und  der
Wellenlänge (λ) liegt folgende Beziehung vor: v = λ mal f.
1.1.2. Laserstrahlung
Laser ist die Abkürzung für "Light Amplification by Stimulated
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Emission of Radiation". Die Laserstrahlung unterscheidet sich
vom gewöhnlichen Licht  durch die folgenden Eigenschaften:
sie  ist  einfarbig  (monochromatisch)  bzw.  hat  eine  einzige
Wellenlänge, welche die Farbe des ausgegangenen Lichts und
dessen  Energie  bestimmt.  Diese  emittierte  Strahlung  ist
einheitlich  (kohärent),  das  heißt,  dass  alle  Photonen  in  der
gleichen Phase sind, was eine große Lichtintensität bedeutet.
Die Laserstrahlung hat eine bestimmte Richtung. Diese wird
durch  ein  Bündel  von  Photonen  determiniert.  Die  Wellen
breiten  sich  parallel  aus.  Verantwortlich  für  diese
Eigenschaften der Laserstrahlung ist die stimulierte Emission.
1.1.2.1. Wirkung der Laserstrahlung auf den
Metabolismus der Zellen
Für  die  Wirkung der  Laserstrahlung auf  Organismen stellen
Mitochondrien  einen der  wichtigsten  zellulären  Rezeptoren
dar.  Hauptverantwortlich  hierfür  ist  vor  allem  das  Enzym
Cytochrom-C-Oxidase.  Es  ist  als  Photorezeptor  bekannt,
wobei  es  sowohl  als  Schnittstelle  zwischen dem oxidativem
Energiestoffwechsel und den Signalwegen des Zellüberlebens
als  auch  als  ein  terminales  Enzym  der  mitochondrialen
Atmungskette  gesehen  werden  kann  (Rojas  et  al.,  2013).
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Zudem hat  Laserstrahlung auch eine  stimulierende Wirkung
auf  die mitochondriale Membran,  was sich unter anderem in
der Veränderung von Transmembranpotentialen zeigt  (Belletti
et al., 2015). Die direkte Stimulierung der Mitochondrien durch
Licht wird auch als Photobiomodulation bezeichnet (Vladimirov
et  al.,  2004).  Durch  die  Laserstrahlung  kommt  es  zu  einer
Zunahme  der  Produktion  von  ATP  (Adenosin-Triphosphat),
RNA (Ribonukleinsäure), ROS (Reactive Oxygen Species) und
spezifischen  Transkriptionsfaktoren  wie  (AP-1)  Activator
Protein 1 und NF-kP (siehe Abbildung 1) (Javad et al. 2010).
Ebenfalls zeigt sich eine Zunahme der zellulären Proliferation,
der Aktivität der  alkalischen Phosphatase und der Expression
von Osteopontin (Stein et al., 2005; Ueda et al. 2003).
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Abbildung 1:  Wirkungsweise der Laserstrahlung auf  der
zellulären Ebene (modifiziert nach Huang 2009)
1.1.2.2. Klinische Anwendung von Laserstrahlung
in der Medizin
Heutzutage  werden  Laser in  der  Medizin  in  vielen
unterschiedlichen Bereichen verwendet.  In  der  Dermatologie
beispielsweise  wird  diese  Technologie  zur  Depigmentierung,
Hauterneuerung,  Verdampfung  und  Behandlung  von
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vaskulären  Läsionen  eingesetzt  (Mazer  et  al.,  2002).
Hochleistungslaser  wie  Nd:YAG-Laser  (Neodym-dotierter
Yttrium-Aluminium-Granat-Laser) oder Co2-Laser werden zur
Exzision oder Vaporisation eingesetzt (Landthaler et al., 1995).
Im Sinne von konservativen Maßnahmen wird dagegen eine
energiearme  Low-Level-Laser-Therapie  in  vielen
medizinischen Bereichen supportiv verwendet. Im Unterschied
zu den operativen Lasern arbeitet der Low-Level-Laser nur mit
geringen  Energien  (Ide  et  al.,  2014).  Daher  wird  die  Low-
Level-Laser-Therapie, abgekürzt als LLLT auch als Soft Laser
Therapie bezeichnet. Üblicherweise beschränkt sich die LLLT
auf  die  Unterstützung  der  Wundheilung.  Klinisch  wird eine
Abnahme  der  Entzündungen  und  eine  Schmerzreduktion
beobachtet  (Farivar  et  al.,  2014).  So  sind  beispielsweise
positive Behandlungsverläufe bei chronischen Knieschmerzen
durch LLLT in der Literatur beschrieben worden (Nakamura et
al.,  2014).  Ebenfalls  konnte eine  positive  Beeinflussung der
Hautalterung und der Heilung von chronischen Brandnarben
beobachtet worden. Gleichzeitig wird das Nebenwirkungsprofil
als  gering  bis  nicht  vorhanden  beschrieben  (Hersant  et  al.,
2015).  Nach  Schädel-Hirn-Trauma konnte eine transkranielle
Laserstrahlung auch  Gedächtnis  und  Lernfähigkeit  der
Patienten  verbessern.  Hauptverantwortlich  hierfür  soll  eine
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Stimulierung  der  Neurogenese  und  eine  Reduzierung  des
Zelltodes sein (Xuan et al., 2014).
1.2. Photodynamische Therapie (PDT)
1.2.1. Wirkungsweise der PDT
Prinzipiell stützt sich die photodynamische Therapie (PDT) auf
die  Stimulierung  einer  Klasse  von  speziellen  Molekülen,
sogenannten  Photosensibilisatoren,  durch  Licht  einer
speziellen Wellenlänge, was zur Bildung von aktiven Formen
von Sauerstoff (Sauerstoffradikalen) führt  (siehe Abbildung 2)
(Juzeniene et al., 2007; Sibata et al., 2001). Die so gebildeten
Radikale weisen als Eigenschaft eine sehr kurze Lebensdauer
(etwa  10  bis  320  Nanosekunden)  und  eine  begrenzte
Ausbreitung von 10 bis 55 nm auf  (Moreira et al., 2012).  Die
entstandenen Sauerstoffradikale haben eine Eindringtiefe von
0,01-0,02  Mikrometer  und  eine  geschätzte  mittlere
Lebensdauer  0,01-0,04  Sekunden (Moan  et  al.,  1991).  Mit
Hilfe  der PDT  kann  eine  selektive  Tumorzerstörung  mit
geringer Beschädigung des umgebenden gesunden Gewebes
erreicht werden (Gomer et al. 2006).
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1.2.1.1. Photosensibilisatoren
Die PDT basiert auf einer Verwendung von lichtempfindlichen
Molekülen,  die  als  Photosensibilisatoren  bezeichnet  werden
(Levy et al., 1994). Die Auswahl von Photosensibilisatoren ist
von  entscheidender  Bedeutung  für  eine  effiziente
photodynamische Wirkung (Moreira et al., 2012). Klinisch und
experimentell  sind  die  folgenden  Photosensibilisatoren
untersucht  worden:  Photofrin  (I  und  II),  Benzoporphyrin-
Derivat,  Chlorine,  Purpurine,  Phthalozyanine,  kationische
Farbstoffe  und  Porphine  sowie  ALA-induzierte  endogene
Porphyrine  (Wolf  et  al.,  1999).  Die  verwendeten
Photosensibilisatoren  sind  stark  hydrophob,  wasserunlöslich
und  neigen  zu  Aggregation,  was  zur  Reduzierung  von
reaktiven  Sauerstoffspezies (ROS) und  PDT-Aktivität  führt
(Avci  et  al.,  2014).  Die  klinisch  häufig  verwendeten
Substanzen zeichnen sich durch eine hohe Hydrophilie, gute
Stimulation durch eine gängige Wellenlänge, geringe Toxizität
vor Lichtaktivierung und vorzugsweise hohe Konzentration im
Tumorgewebe sowie einen niedrigen Preis aus (Allison et al.,
2013).
15
Abbildung 2: Darstellung der photodynamischen Therapie
(modifiziert nach Mansfield 2001)
1.2.1.2. Bestrahlung
Um  einen  Photosensibilisator  zu  stimulieren,  ist  eine
Bestrahlung von einer bestimmten Wellenlänge, die abhängig
vom Absorptionsspektrum des Photosensibilisators zu wählen
ist, nötig (Rkein et al., 2014;  Basset-Seguin et al., 2013). Je
tiefer  die  Gewebeschicht  ist,  die  erreicht  werden soll,  umso
höher  ist  die  Wellenlänge  zu  verwenden.  Während  eine
Wellenlänge  von  400  nm  eine  Eindringtiefe  von  einem
Millimeter  hat  (Brancaleon  el  al.,  2002),  verfügt  eine
Wellenlänge von 630 nm über eine Eindringtiefe von einem
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halben Zentimeter (Sibata et al, 2001). Die richtige Wahl der
Eindringtiefe  ist  auch  notwendig,  um  den  gewünschten
therapeutischen Effekt zu erzielen und um die unerwünschten
Nebenwirkungen der PDT möglichst gering zu halten (Mustafa
et  al.,  2012). Darüber  hinaus  spielen  Tumorgröße  und
anliegende  anatomische  Strukturen  bei  der  Auswahl  der
richtigen  Wellenlänge  eine  große  Rolle.  Die  maximale
Eindringtiefe  des  verwendeten  Lichts  begrenzt  das
Einsatzgebiet  der  PDT  auf  oberflächliche  oder  zumindest
chirurgisch erreichbare Tumore.
1.2.2. Indikationsbereich der PDT in der Medizin
und Zahnmedizin
Der  Hauptvorteil  der  klinischen  Anwendung der  PDT ist  die
Fähigkeit,  eine  örtliche  Behandlung  auszuführen,  welche
systemische  Nebenwirkungen  nahezu  verhindert.  Darüber
hinaus  ermöglicht  diese  die  Behandlung  von  Tumoren  an
empfindlichen  Stellen  (beispielsweise  in  direkter  Nähe  zu
Nerven  oder  Blutgefäßen)  (Meier  et  al.,  2014).  In
unterschiedlichen medizinischen Bereichen  kommen Dioden-
und  Excimer- sowie Halogenlasergeräte  zum Einsatz.  In der
Dermatologie  findet  die  PDT  klinische  Anwendungen  zur
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Behandlung  oberflächlicher  Hautkarzinome  und  aktinischer
Keratosen  (Wolf  et  al.,  1999). Andere  Einsatzmöglichkeiten
sind Sklerodermie (Issa et al., 2010), Morbus Bowen (Kostovic
et al., 2012) und multiple oberflächliche Karzinome, wobei die
PDT, zusätzlich zur chirurgischen Behandlung, einer optimalen
Heilung dient (Basset-Seguin et al., 2013).
Durch Einlagerung vom lokal verabreichten Photosensibilisator
Phenothiazin-Chlorid  in  die  Zellmembran der  Bakterien führt
eine  Bestrahlung  zu  einer  toxischen  Wirkung  auf  Bakterien
(Schneider  et  al.,  2012).  Daher  findet  die  PDT  als
antimikrobielle  Photodynamische  Therapie,  abgekürzt  als
aPDT, in der aktuellen Zahnmedizin eine klinische Anwendung.
Indikationen  hierfür  sind  die Behandlung  der  Parodontitis,
Karies  und  Pulpitis  (Gursoy  et  al.,  2013) sowie  der
Periimplantitis (Bassetti  et al., 2014).  Unter Verwendung von
Methylenblau, Toluidinblau oder einer der Porphyrin-Derivate
als  Photosensibilisator  stellt  sich  die  PDT  auch  als  eine
effektive  klinische  antimykotische  Behandlungsstrategie  dar
(Javed et al., 2014).  Weiterhin wird die Wirksamkeit der PDT
bei der Behandlung von Burning Mouth Syndrom (BMS) und
oraler  Mukositis  sowie  rezidivierender  Herpes-simplex-
Infektion bestätigt (Pandeshwar et al., 2015).
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1.3. Zytostatika
1.3.1. Cisplatin
1.3.1.1. Wirkprinzip
Cisplatin  (cis-Diammindichloridoplatin)  ist  ein  Zytostatikum,
dessen  chemische  Formel  [Pt(NH3)2(Cl)2]  lautet.  Cisplatin
stellt  einen  planaren  Cis-Komplex  dar,  der  deutlich
zytotoxischer  als  der  Trans-Komplex  ist  und  chemisch
gesehen  am  zentralen  Platinatom  zwei  cis-ständige
Chloridliganden  bindet  (siehe  Abbildung  3)  (Zamble  et  al.,
1995).  Prinzipiell  handelt  es  sich  bei  Cisplatin  um  eine  so
genannte Prodrug, die biologisch erst aktiviert werden muss.
Nach zellulärer Aufnahme von Cisplatin findet eine Hydrolyse
statt,  was  dann  zu  einer  anschließenden  Interaktion  mit
zellulären  Nukleophile  wie  beispielsweise  der  DNA  führt
(Andrews et al., 1990).
Vor allem basiert der molekulare Wirkungsmechanismus von
Cisplatin  auf  einer  unmittelbaren  Bindung an  die  DNA
(deoxyribonucleic  acid)  im  Nukleus,  wobei  sich  bevorzugt
Vernetzungen an den Guanin-reichen DNA-Sequenzen bilden
(Neidle  et  al.,  2001).  Dies  führt  zu  DNA  Vernetzungen
innerhalb  eines  DNA-Strangs oder  zwischen  zwei  DNA-
Strängen (Casares  et  al.,  2012).  Dass  die  Zytotoxizität  von
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Cisplatin vor allem auf den Intrastrang-Vernetzungen basiert,
wurde von  Takahara postuliert (Takahara et al., 2002).  Diese
DNA-Vernetzungen  von  Cisplatin  führen  zu
Strukturverzerrungen  in  der  DNA,  zur  Hemmung  der  DNA-
Replikation  und  -Transkription  und  schließlich  zur  Induktion
des  programmierten  Zelltods,  der  Apoptose (Trimmer  et  al.,
1999).
Auf  unterschiedliche  zelluläre  Signalumwandlungskaskaden
wirken sich die auftretenden DNA-Schädigungen aus.  Als ein
sehr wichtiger  Aktivator von Apoptose gilt  dabei  das Tumor-
Suppressor-Protein (p53).  Obwohl p53-defiziente Tumorzellen
weniger auf Chemotherapie reagieren, ist ihre Resistenz nicht
vollständig,  was  bedeutet,  dass  andere  Apoptosewege
vorhanden sind (Gong et al., 1999). Darunter stehen c-ABL (v-
abl  Abelson  murine  leukaemia  viral  oncogne  homologue  1)
und p73, welche auch zur Apoptose führen (Al-Bahlani et al.,
2011;  Yuan  et  al.,  1999).  Dazu  gehören  auch  ERK
(extracellular  signal-regulated  kinase),  AKT  (v-akt  murine
thymoma  viral  oncogene  homologue)  und  MAPK  (mitogen-
activated protein kinase) (Wang et al., 2005).
Der  Cisplatin-induzierte  Zelltod  wird  nicht  immer  als  eine
klassische  Apoptose  betrachtet.  Je  nach  der
Cisplatinkonzentration  und  dem  zellulären  Status  kann
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Cisplatin  den  Zelltod  entweder  durch  ein  apoptotisches
Programm  (Apoptose)  oder  durch  Nekrose  induzieren
(Gonzalez et al., 2001). Erhöht sich die Cisplatinkonzentration
über 50 µmolar,  erniedrigt sich die Caspase-3-Aktivität.  Dies
deutet darauf hin, dass die Nekrose, anstelle der Apoptose, für
den  Zelltod  bei  höheren  Konzentrationen  von  Cisplatin
verantwortlich ist (Alan et al., 1999). Es wurde berichtet, dass
mindestens 50% der Cisplatin-induzierten Apoptose durch p53
vermittelt wird, wobei p53 Caspase 3 aktiviert, unabhängig von
Caspase  9,  8  oder  mitochondrialer  Dysfunktion.  Darüber
hinaus ist 50% der Cisplatin-induzierten Apoptose unabhängig
von p53 und Caspasen 3, 8 und 9 (Cummings et al., 2002).
1.3.1.2. Klinische Anwendungen
Die  erste  Anwendung  von  Cisplatin  wurde  von  Rosenberg
beschrieben.  Er  beobachtete  einen  toxischen  Einfluss  des
Zytostatikums  auf  Escherichia coli  Bakterien.  Des  Weiteren
wurde es in einem Tiermodell zur Behandlung von Hodenkrebs
erfolgreich getestet (Rosenberg et al., 1969; Rosenberg et al.,
1965). In der heutigen Onkologie findet Cisplatin alleine  oder
kombiniert mit anderen Zytostatika als First-Line-Therapie oder
als multimodales Therapiekonzept  Verwendung (Basu et  al.,
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2010). Heutzutage wird Cisplatin häufig in der Chemotherapie
von  Gallenblasen-  (Eckel  et  al.,  2007),  Hoden-  (Go  et  al.,
1999) und Kopf-Hals-Tumoren (Visacri et al., 2015) eingesetzt.
So  werden  bespielsweise  bei  metastasierenden
Hodentumoren Heilungsraten bis zu 80% beschrieben (Jones
et al., 2003).
1.3.1.3. Mechanismen der Resistenzentwicklung
Im  Laufe  einer  Behandlung  mit  Cisplatin  kann  ein
Wirkungsverlust des Zytostatikums bei der zu behandelnden
Tumorentität  beobachtet  werden.  Die  Cisplatinresistenz  von
Tumorzellen  wird  beispielsweise  durch  Inhibierung  der
Apoptoseinduktion und verminderter  Cisplatinbindung an die
DNA erklärt.
Die Reduktion der  Apoptoseinduktion im Tumorgewebe wird
auf eine verringerte intrazelluläre Konzentration von Cisplatin
zurückgeführt.  Dies wird durch eine verringerte intrazelluläre
Aufnahme  erreicht,  indem  verstärkt Kollagen  in  die
Zellmembran  von  Tumorzellen  eingelagert  wird  (Sherman-
Baust et al.,  2003). Zudem erhöht sich  die Resistenz gegen
Cisplatin  durch erhöhte intrazelluläre Level an Antioxidantien
wie  Glutathion (Wang et al., 2004). Es wurde zudem gezeigt,
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dass  eine  sehr  hohe  Cisplatinresistenz  stets  in
Zusammenhang mit einer verstärkten Expression von mRNAs
für  Gamma-Glutamyl-Cystein-Synthetase  und  Gamma-
Glutamyl-Transpeptidase steht (Godwin et al.,  1992). Als ein
weiterer möglicher  Resistenzmechanismus wird eine erhöhte
Reparatur  von  DNA-Vernetzungen  angeführt (Siddik  et  al.,
2003).  Normalerweise  führt  Cisplatin-DNA-Vernetzung  zur
Inhibition von Replikation, Transkription, Translation und DNA-
Reparatur.  Dabei  sind  unterschiedliche  Methoden der  DNA-
Reparatur  bekannt  (O-6-Alkyltransferaseaktivität,
Basenexzisions-,  Mismatch-  und  genspezifische  Reparatur).
Dabei  ist  die  Nucleotide  Exzision-Reparatur  als  einer  der
wichtigsten  Mechanismen  zur  Reparatur  von  Cisplatin-DNA-
Vernetzungen  hervorzuheben  (Reed  et  al.,  1998).  Als  ein
Marker-Gen  wurde  die  Nucleotide-Excision-Reparatur-Quer-
Komplementationsgruppe  1  (ERCC1)  identifiziert  (Li  et  al.,
2013).  Das Mismatch-Reparatursystem ist im Stand, fehlende
Basenpaarungen  von  Nucleotiden  zu  erkennen  und  zu
reparieren.  Erfolgt ein  Funktionsverlust  in  diesem  System,
erhöht sich die Wirkung von Cisplatin deutlich (O'Brien et al.,
2006).
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1.3.1.4. Nebenwirkungen
Die Nebenwirkungen von Cisplatin reichen von Übelkeit  und
Erbrechen  über verminderte  Reaktion  auf  eine  Infektion
(Immunsuppression) bis hin zu einer verringerten Produktion
der Blutzellen (Knochenmarkhemmung) (Florea et al.,  2011).
Außerdem  werden  Hörverlust,  Neurotoxizität  und
Nierentoxizität beobachtet. Durch eine suffiziente Hydratation
und  Vermeidung  von  nephrotoxischen  Medikamenten  lässt
sich  ein  Nierenschutz  erreichen.  Als  einer der  prinzipiell
dosisbeschränkenden  Faktoren  wird  die  Neurotoxizität
gesehen (Tsang et al., 2009).
1.3.2. Zolendronsäure
1.3.2.1. Wirkprinzip
Dadurch,  dass  Bisphosphonate,  die  chemisch  dem
Pyrophosphat ähnlich sind, anstelle von einer P-O-P-Bindung
eine  P-C-P  Bindung  haben,  sind  sie  gegenüber  Hydrolyse
resistent (Knut et al., 2005). Bisphosphonate unterteilen sich in
stickstoffhaltige  Bisphosphonate  (Alendronate,  Ibandronate,
Pamidronate, Risedronate und Zoledronate) und stickstofffreie
Bisphosphonate (Clodronate, Etidronate, und Tiludronate), die
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sich  in  ihrer  molekularen  Wirkungsweise  unterscheiden
(Coxon  et  al.,  2000).  Stickstoffhaltige  Bisphosphonate
hemmen  das  Schlüsselenzym  des  Mevalonsäurezykluses,
indem  sie  beispielsweise  die  Protein-Prenylierung  von
Osteoklasten  hemmen.  Im  Gegensatz  dazu  wandeln  sich
stickstofffreie  Bisphosphonate  zu  toxischen
nichthydrolysierbaren  Adinosintriphosphatanaloga  (ATP-
Analoga) (Frith et al., 2003).
Dadurch,  dass  die  oben  beschriebenen  zellulären  Einflüsse
das Zellskelett von Osteoklasten zerstören und ihre Apoptose
verursachen,  erfolgt  eine  Hemmung  der  Kochenresorption
(Benford  et  al.,  2001).  Gleiche  Ergebnisse  sind  in-vitro
ebenfalls für  orale  Epithelzellen,  Fibroblasten  und
Keratinozyten  (Ravosa  et  al.,  2011;  Moharamzadeh  et  al.,
2007) sowie  für  Osteoblasten  (Patntirapong  et  al.,  2012)
beobachtet  worden.  Bisphosphonate  führen  zu  einer
Verringerung  des  Knochenumbaus  und  Erhöhung  der
Knochenfestigkeit,  -Masse  und  -Mineralisierung,  indem  sie
sich  vorwiegend  an  Resorptionsseiten  binden,  welche
standardmäßig  von  Osteoklasten  belegt  sind  (Rodan  et  al.,
2002).  Intravenös  verabreichte  Bisphosphonate  werden
teilweise im Knochen eingelagert, wobei deren Halbwertszeit
von 1 bis zu 10 Jahren reicht. Sie ist zudem abhängig von der
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Quote des  Knochenumbaus  und  -Verteilung.  Ihre  Exkretion
findet  größtenteils  renal  statt,  wobei  beinahe  kein
Metabolismus erfolgt (Lin et al., 1996). Bei oraler Gabe sind
dagegen  die  Resorptionsraten  von  Bisphosphonaten  relativ
gering (1-2%) (Katsumi et al., 2010). So wurde gezeigt, dass
bei  91% der  Patienten,  denen Bisphosphonate verschrieben
wurden,  eine  gleichzeitige  orale  Kalziumsubstitution  die
enterale  Resorption  der  Bisphosphonate  deutlich
herabgesetzte (Nye et al., 2013).
Neben  den  beschriebenen  Wirkungen  auf  den
Knochenmetabolismus  haben  Bisphosphonate  auch  einen
Einfluss auf Tumorzellen.  Durch eine verstärkte Apoptose der
Endothelzellen und Verringerung derer Bioviabilität sowie der
Kapillarformung ließ sich  in-vitro und in-vivo eine Inhibierung
der Neoangiogenese beobachten (Misso et al., 2012; Caraglia
et  al.,  2006).  Eine  antiproliferative  Auswirkung  für
unterschiedliche  Tumorentitäten  ist  Gegenstand  zahlreicher
Publikationen. In-vitro wurde eine direkte zytotoxische Wirkung
der Bisphoshonate auf Brustkrebszellen gezeigt (Jagdev et al.,
2001).  Sowohl  bei  dem  Mutiplen  Myelom  als  auch  beim
Prostatakarzinom wurde eine Hemmung der tumorindizierten
Knochenresorption in-vitro beobachtet (Algur et al., 2005). Des
Weiteren finden Bisphosphonate auch eine Anwendung in der
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Behandlung der tumorinduzierten Hyperkalzämie (Mckeage et
al., 2008).
1.3.2.2. Klinische Anwendungen
Pharmakologisch  wird  Zolendronsäure  zu  den
Bisphosphonaten  gezählt.  Zu  den  klinischen
Anwendungsgebieten zählen die Osteoporose (Molvik  et  al.,
2015),  die  malignomassoziierte  Hyperkalzämie  (Tai  et  al.,
2014), das Mamma- und  Prostatakarzinom und Myelom (Reid
et al., 2009) sowie Morbus Paget (Wendlová et al., 1999).
1.3.2.3. Nebenwirkungen
Bei  einer  Gabe  von  über  800  mg/Tag  wird  die  normale
Skelettmineralisierung  beeinträchtigt,  was  das  Frakturrisiko
erhöht  (Adami  et  al.,  1996).  Außerdem  besteht  das  Risiko
einer Hypokalzämie (Kreutle et al., 2014). Zudem werden bei
oraler  Einnahme  Diarrhö,  Ösophagitis,  Gastritis  und
Verdauungsstörung  beschrieben.  Nach  der  ersten
intravenösen Applikation kann es zu Leukozytose und Fieber
kommen (Anastasilakis et al., 2012). Bei der Behandlung der
Osteoporose  kann  die  Bisphosphonat-assozierte
27
Kiefernekrose auftreten, die in der englischsprachigen Literatur
als  bisphoshonate  related  osteonecrosis  of  the  jaw  (BONJ)
bezeichnet  wird.  Alter  über  60 Jahre,  weibliches Geschlecht
und  frühere  invasive  Zahnbehandlung  sind  die  häufigsten
Risikofaktoren  (Pazianas et al., 2007). Gemäß der  American
Association  of  Oral  and  Maxillofacial  Surgeons  wird  die
Bisphosphonat-assoziierte  Kiefernekrose  folgendermaßen
definiert: freiliegende Knochen in der Mundhöhlenbereich mit
über acht Wochen persistierenden Knochenläsionen und ohne
vorherige Radiotherapie (Reid et al., 2009).  Hohe kumulative
Dosen  von  Bisphosphonaten,  schlechte  Mundhygiene  und
Zahnextraktionen  stellen  weitere  Risikofaktoren  dar  (Hoff  et
al.,  2008).  Als  Symptome  werden  freiliegende  Knochen,
Schmerzen,  Schwellungen  und  eitrige  Sekrete  beschrieben.
Teilweise  kommt  es  dabei  zur  Bildung  von  extraoralen
Fistelgängen (Kang et al., 2011). Röntgenologisch zeigen sich
persistierende  Extraktionsalveolen,  Sequesterbildung,
Sklerosierungen  und  Osteolysen  (Mawardi  et  al.,  2009).
Therapeutisch  wird  ein  chirurgisches Debridement  unter
antibiotischer Abschirmung durchgeführt (Tirelli et al., 2009).
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1.4. Laserphotochemotherapie
1.4.1. Prinzip der Laserphotochemotherapie
Die  Laserphotochemotherapie  entwickelte  sich  aus  der
Photodynamischen  Therapie  (PDT).  Hierbei  erfolgt  eine
Toxizitätssteigerung  von  Chemotherapeutika  durch
Lichtaktivierung  (besonders  Metallkomplexe  wie
Platinverbindungen) (Shaili et al., 2014).
1.4.2. Biologische Grundlagen der Laserphoto-
chemotherapie
Die Laserphotochemotherapie besteht aus einer Kombination
von  lokal  applizierter  Laserstrahlung  über  interstitielle
Faseroptik  und  einem  Chemotherapeutikum.  Dadurch,  dass
eine  maximale  tolerierte  Dose  vom  Chemotherapeutikum
photochemisch  und  thermisch  durch  die  Laserstrahlung
aktiviert  wird,  verbessert  sich  die  gezielte  Therapie  und
reduziert  sich  die  systematische  Zytotoxizität,  die  bei  einer
intravenösen  Applikation  von  dem  entsprecheneden
Chemotherapeutikum erfolgt (Paiva et al., 2011).
Es  wird  Cisplatin  (cis-Diamindichloroplatin)  als
Standardchemotherapeutikum bei vielen epithelialen Tumoren
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beschrieben (Zhang et al., 2003). Obwohl das Transplatin nicht
zytotoxisch ist, führt die UV-A Lichtbestrahlung zur ähnlichen
Zytotoxizität  wie Cisplatin  (siehe Abbildung 4) (Heringova et
al., 2006). Beispielsweise wirken alle Analoga von Cisplatin die
Keratinozyten  nicht  toxisch.  Erfolgt  eine  Laserstrahlung,
entsteht  ein toxischer Effekt  darauf (Bednarski  et  al.,  2007).
Bei  anderer  Studie  war  die  DNA-Beschädigung  mit  Platin-
Komplexen III und IV, ohne die PDT zu applizieren, wenig oder
nicht  beobachtbar  (Westendorf  et  al.,  2011).  Ähnliche
Toxiitätssteigerung  auch  bei  Carboplatin  beobachtet
(Mlcouskova et al.,  2012).  Es wurde eine Weiterentwicklung
photosensibler  Liganden  zur  Toxizitätssteigerung  berichtet,
wobei  sich  das  sogenannte  H-Bonding  und  hydrophobe
Wechselwirkungen zusätzlich zur Bindung an DNA einfinden
(Pizarro et al., 2009).
Es wurde gezeigt,  dass Anthracyclin ein möglicher Kandidat
für  Licht  oder  Wärmeaktivierung in  Krebszellen ist.  Dadurch
findet Anthracyclin sowohl als Chemotherapeutikum als auch
als  Photosensibilisatoren  eine  medizinische  Anwendung  bei
der Laserphotochemotherapie (Saxton et al., 1995).
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1.4.3. Mögliche klinische Anwendungen der
Laserphotochemotherapie
Als  mögliche  klinische  Indikationen  wären  die  fibröse
Dysplasie;  Morbus  Paget  (Ostitis  deformans)  und  das
Osteosarkom.
Für  die  fibröse  Dysplasie  gibt  es  momentan  keinen
einheitlichen  Therapiestandard  (Menon  et  al.,  2013).  Eine
intravenöse  Zolendronsäure  (unter  zulassungs-
überschreitender  Anwendung,  auch  als  off-label  use
bezeichnet)  wird  in  der  Literatur  diskutiert  (Mansoori  et  al.,
2010).  Im  Vergleich  zu  anderen  bisher  verfügbaren
Medikamenten  wird  beim Morbus  Paget  (Ostitis  deformans)
bei Zolendronsäure eine Langzeitremission beschrieben (Tucci
et  al.,  2015;  Maricic  et  al.,  2007).  Bei  Therapie  vom
Osteosarkom ist Cisplatin ein Teil der Standardchemotherapie
(Bielack et al., 2009; Rha et al., 1999).
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Abbildung  3:  Strukturformeln  von  Cisplatin  und
Transplatin (modifiziert nach Galea 2008)
Abbildung  4:  Darstellung  der  UV-A  Lichtstrahlung
induzierten  Toxizität  von  Transplatin  (modifiziert  nach
Heringova 2006)
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1.5. Das Osteosarkom
Das Osteosarkom, repräsentiert durch die Saos-2-Zelllinie in
dieser  in-vitro-Studie,  ist  der  häufigste  primäre  bösartige
Tumor  der  Knochen  (Haddox  et  al.,  2014).  5–13%  aller
Osteosarkome betreffen den Kiefer (Gerressen et al., 2006).
1.5.1. Lokalisation
Das Osteosarkom tritt im Kopf- und Halsbereich selten und oft
ohne  klare  Ursache  auf  (Arora  et  al.,  2013;  Sturgis  et  al.,
2003).  Es  besteht  kein  offensichtlicher  Unterschied  in  der
Inzidenz  des  Auftretens zwischen  Ober-  und  Unterkiefer
(Takenoshita et al., 2007). Bevorzugte Prädilektionsstellen sind
im  Unterkiefer  der  Corpusbereich  und  im  Oberkiefer
alveolarkammnah mit Beteiligung der Kieferhöhle (Mardinger
et al., 2001).
1.5.2. Epidemiologie
Es konnte gezeigt werden, dass Frauen häufiger als Männer
betroffen  sind (Argon  et  al.,  2015),  wobei  bei  jungen
33
Altersgruppen das Auftreten bei beiden Geschlechtern nahezu
gleich verteilt ist  (Chidzonga et al., 2009).
1.5.3. Klinik
Das  OSJ  ist  ein  zum  Lokalrezidiv  neigender  maligner
mesenchymaler Tumor und stellt sich in der Regel mit einem
aggressiven  klinischen  Verlauf  dar  (Samraj  et  al.,  2014;
Gerressen  et  al.,  2006).  Trotz  des  gleichen  histologischen
Aussehens unterscheidet sich das OSJ vom Osteosarkom der
langen Knochen in seinem biologischen Verhalten (Gerressen
et al.,  2006; Mardinger et  al.,  2001),  indem das OSJ relativ
weniger aggressiv ist (Basu et al., 2009). Trotz der Variabilität
der berichteten histologischen und radiologischen Merkmalen
vom OSJ wurde in der Mehrzahl der Fälle eine schmerzhafte
Schwellung des Kiefers als die erste klinische  Mainfestation
beschrieben (Amini et al., 2013). Modarressi berichtete, dass
Patienten  mit  OSJ  in  etwa  20  %  der  Fälle  an  einer
schmerzhaften  oder  schmerzlosen  Schwellung  litten,
einhergehend  mit  einer  Parästhesie  des  betroffenen
Trigeminusastes (Modarressi et al., 2006).
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1.5.4. Diagnostik
Eine  frühzeitige  Diagnose  vom  OSJ  ist  für  den  weiteren
Therapieverlauf von immenser Bedeutung, da mit frühzeitiger
Erkennung sich die Prognose deutlich verbessert (Angiero et
al., 2011; Mardinger et al., 2001). Das OSJ zeichnet sich durch
ein sehr heterogenes Bild in der Röntgendiagnostik aus (Arora
et al., 2013).  In der heutigen Literatur sind Fälle beschrieben,
die  klinisch  verkalkten  Lymphknoten  ähneln  (Hatano  et  al.,
2005).  Röntgenologisch  zeigen  sich  lokalisierte
Knochenzerstörung und abnorme Knochenbildung. Außerdem
stellt sich die Kieferkortikalis deutlich aufgelockert dar, ähnlich
wie Sonnenstrahlen (Soares et al., 2005). Das Aussehen kann
osteolytisch,  osteogen  oder  gemischt  sein  (Jitendra  et  al.,
2012;  Forteza  et  al.,  1986).  Durch  die  stetige
Weiterentwicklungen der Bildgebung hat sich die präoperative
Diagnostik deutlich verbessert (Bras et al., 2007).
1.5.5. Metastasierung
Die Metastasierung  erfolgt  frühzeitig  hämatogen in die Lunge
(Prietzel et al., 2003). Das Osteosarkom der langen Knochen
zeigt auch eine ausgeprägte  Metastasierung in Knochen und
Rippenfellen (Jia et  al.,  2014).  Im Gegensatz dazu  zeichnet
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sich  das  Osteosarkom  des  Kiefers  durch  eine  geringere
Metastasierungsrate aus (Fang et al., 2016).
1.5.6. Therapie
Die Manifestation im Bereich der Mandibula oder Maxilla ist
durch  eine  besondere  anatomische  Nähe  zu  Nerven  und
Gefäßen gekennzeichnet.  Die radikal  chirurgische Resektion
ist  die Therapie der Wahl (Adwani et al., 2014; Gerressen et
al.,  2006),  was aber auf Grund der komplexen Anatomie zu
Problemen  bei  der  Wiederherstellung  von  Kieferform  und
-Funktion  führen  kann.  Das  Vorhandensein  von
Mikrometastasen bestimmt die Notwendigkeit einer adjuvanten
Therapie. Die Strahlentherapie  wird meist bei rezidivierenden
und inoperablen Osteosarkomen  angewendet  (Chaudhary et
al., 2012).
1.5.7. Prognose
Je  früher  die  Behandlung  initiiert  wird,  desto  besser  ist  die
Prognose  (Nissanka  et  al.,  2007).  Nach  kompletter
chirurgischer  Resektion  wird in  der  Literatur
Langzeitüberlebensdauer bis  zu  83.2%  nach  10  Jahren
beschrieben,  wobei neo- oder adjuvante Chemotherapie  das
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therapeutische  Outcome  nicht  zusätzlich  verbessern
(Baumhoer et al., 2014).  Die  Prognose verbessert sich  durch
kombinierte  Behandlung  in  Form einer  radikalen  Resektion,
gefolgt  von  einer  Strahlen- und  /  oder  Chemotherapie
(Guadagnolo et al., 2009).
1.6. Ziel dieser Arbeit
Die  Wirkungsweise  einer  Low-Level-Lasertherapie  in
Kombination  mit  einem  Zytostatikum  als  möglichem
Photosensibilisator auf den zellulären Metabolismus ist relativ
unklar. So konnte klinisch und experimentell gezeigt werden,
dass  eine  alleinige  Laserstrahlung  bei  Chemotherapie
induzierter  oraler  Mukositis  adjuvant  wirkt.  Es  wurde  unter
Anwendung  von  Low-Level-Lasertherapie  eine  wesentliche
Reduktion von schwerer oraler Mukositis und und der dadurch
ausgelösten Schmerzen beobachtet (Spivakovsky et al., 2015;
Antunes et al., 2013).
Im Gegensatz dazu konnten mehrere in-vitro Arbeiten zeigen,
dass  eine  Low-Level-Laserstrahlung  mit  gleichzeitiger
Inkuabtion  mit  Zolendronsäure  oder  Cisplatin  zu  deren
Toxizitätssteigerung führen können (Heymann et al., 2014). Es
wurde  auch  im  Tiermodell  gezeigt,  dass  die  Toxizität  von
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Cisplatin  bei  Plattenepithelkarzinom  durch  photodynamische
Therapie gesteigert werden kann (Uehara et al., 2006).
Ziel der vorliegenden Studie ist es daher, die Möglichkeit einer
in-vitro  Kombination  von  Low-Level-Laserstrahlung  mit
Cisplatin  oder  Zolendronsäure  auf  den  Zellstoffwechsel  von
primären  humanen  Osteoblasten  und  Knochen-Tumorzellen
(Saos-2 Zelllinie) zu  untersuchen. Hieraus könnten sich neue
Therapieoptionen, ähnlich einer Photodynamischen Therapie,
in  der  lokalen  Behandlung  von  Knochentumoren  im  Mund-,
Kiefer- und Gesichtsbereich entwickeln.
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2. Material und Methoden
2.1. Zelllinien
In  dieser  Arbeit wurden  entweder  primäre  humane
Osteoblasten (HOB) oder Osteosarkomzellen (Saos-2 Zellen)
verwendet.  Primäre  humane  Osteoblasten  wurden  von  der
Firma Promocell (PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland,
Bestellnummer  C-12720)  erworben.  Hierbei  handelt  es  sich
um Isolate aus menschlischem Femur, Hüfte und Knie.
2.2. Zellkultur
Zur  Kontaminationsvermeidung  wurden  alle  verwendeten
Materialien vor  ihrer  Verwendung desinfiziert  oder  sterilisiert
und die jeweiligen Arbeitschritte in einer  Sterilbank (Terralin,
Schülke und Mayer,  Norderstedt,  Deutschland) durchgeführt.
Die Inkubation beider Zelllinien fand bei 37 °C Temperatur und
5%  CO2  statt.  Für  primäre  humane  Osteoblasten  wurde
gemäß  Herstellerangaben  das  Growth  Medium  (PromoCell
GmbH,  Heidelberg,  Deutschland,  Bestellnummer  C-39615)
verwendet.  Saos-2  Zellen  wurden  mit  DMEM  (Dulbecco`s
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Modifiziertes  Eagle  Medium,  Gibco  brand  Invitrogen  Inc.,
Carlsbad,  USA)  mit  5%  fetalem  Kälberserum  (Pan  Biotech
GmbH, Aidenbach, Deutschland) kultiviert.
2.2.1. Auftauen der Zellen
Es  wurden  10  ml  des  entsprechenden  Mediums  in  eine
Petrischale pipettiert. Aus dem flüssigen Stickstoff wurde das
Cryo TubeTM Vial der Firma Nunc A/S (Roskilde, Dänemark)
mit  der entsprechenden Zelllinien entnommen und im 37 °C
Wasserbad erwärmt. Ein erneuter Mediumwechsel wurde am
darauffolgenden Tag durchgeführt, um das DMSO komplett zu
entfernen.
2.2.2. Kultivieren der Zellen
In Petrischalen (100 x 20 mm, Sarstedt, Newton, USA) wurde
die jeweilige Zelllinie kultiviert, bis eine Konfluenz von etwa 70-
80%  erreicht  war.  Nur  die  3.  – 4. Passage  der  primären
Osteoblasten  wurden  verwendet.  Um  die  Zellen  zu
passagieren, wurde das Medium  entfernt und danach erfolgte
eine  Spülung  des Zellrasens mit  37  °C  warmem
Phosphatpuffer (Phosphate buffered Saline (PBS) 10 mM, pH
7.4,  GibcoLifetechnologies Ltd.,  Paisley,  UK).  Daran schloss
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sich eine 15 minütige Inkubation der so vorbehandelten Zellen
mit  25  °C  warmer  Trypsinlösung  (Trypsin-EDTA,  PAA
Laboratories,  Pasching  Österreich) an.  Die  Trypsinisierung
wurde durch das Hinzufügen von 3 ml Medium gestoppt. Nach
dem  Zentrifugieren  (Megafuge  2.0R  der  Firma  Heraeus,
Hanau, Deutschland) bei 2000 Umdrehungen pro Minute für 7
Minuten  wurde  der  Überstand  abgesaugt  und  mit  dem
jeweiligen Nährmedium resuspendiert.
2.2.3. Zellzahlbestimmung mit der Neubauer 
Zählkammer
Die  Neubauer  Zählkammer  besteht  aus  neun  großen
Quadraten mit jeweils einer Fläche von 1 mm² und einer Tiefe
von 0,1 mm, woraus sich ein Volumen von jeweils 0,1 µl pro
Quadrat  ergibt.  Für  eine  Zellzahlbestimmung  wurde  ein
Volumen von 10 µl Zellsuspension verwendet. Es wurden bei
100facher  Vergrößerung  (Mikroskop  Axiovert  25  der  Firma
Zeiss,  Jena,  Deutschland)  vier  von neun großen Quadraten
ausgezählt. Für jede Versuchsreihe wurden 600.000 Zellen in
12 Milliliter des entsprechenden Nährmediums verwendet.
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2.2.4. Versuchsdurchführung
Am ersten  Tag  wurde  die  entsprechende  Zelllinie  mit  einer
Zelldichte von 5000 Zellen pro Well auf die 96-well Platte (REF
83.3924,  Sarstedt,  Nürmbrecht,  Deutschland)  übertragen.
Nach  einer  Inkubation  von  24  Stunden  wurde  am  zweiten
Versuchstag  den  Zellen  entweder  Cisplatin
(CisDiamminedichloroplatinum(II),  Sigma-Aldrich  Labor-
chemikalien GmbH, Seelze, Deutschland) nach voriger Lösung
in  PBS  in  den  Konzentrationen  von  3.25,  6.5,  13  und  26
µmolar  oder  Zolendronsäure  (Zolendronsäure,  Hexal  AG,
Holzkirchen,  Deutschland,  4mg/5ml)  in  den  Konzentrationen
von  50,  100  und  200  µmolar  hinzugegeben.  Als
Vergleichgruppen  dienten Wells  ohne  das  entsprechende
Zytostatikum. Am dritten und vierten Tag wurden die Zellen mit
einem  670  nm  Diodenlaser  (Helbo  Photodynamic  Systems,
Bredent  Medical  GmbH & Co KG,  Walldorf,  Österreich) bei
einer Energiedosis von 100 mW/cm^2 jeweils  2 Minuten lang
bestrahlt. Hierfür wurde gemäß Herstellerangaben die 2D Spot
Probenaufsätze  (Helbo  Photodynamic  Systems,  Bredent
Medical  GmbH  &  Co  KG,  Walldorf,  Österreich)  verwendet.
Nicht  bestrahlte  Wells  dienten  als  Kontrollgruppe.  Wells,
welche nicht bestrahlt werden sollten, wurden mit einer Alufolie
abgedeckt.  Am vierten Versuchstag wurde drei Stunden nach
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der  letzten  Bestrahlung entweder  ein  Zellbioviabilitätstest
mittels  XTT  oder  eine  H.E.-Färbung  für  die  nachfolgende
histologische  Untersuchung  durchgeführt.  Drei  verschiedene
Versuchsansätze wurden für das entsprechende Zytostatikum
(Cisplatin  oder  Zolendronsäure)  und die  jeweilige  Zelllinie
(primäre humane Osteoblasten oder Saos-2 Zellen) sowie die
entsprechende nachfolgende  Untersuchung (Hämatoxylin-
Eosin-Färbung oder XTT-Messung) eingeplant.
2.2.5. Einfrieren der Zellen
Durch Trypsin wurden die Zellen vom Boden der Petrischale
abgelöst  und  in  ein  Medium  aufgenommen.  Nach  dem
Zentrifugieren wurde der  Überstand entfernt,  und die  Zellen
wurden in 1 ml DMEM resuspendiert und in ein Cryo TubeTM
Vial transferiert. Bevor die Zellen eingefroren wurden, wurden
ihnen  0,5  ml  DMSO  (Dimethylsulfoxid,  Roth,  Karlsruhe,
Deutschland)  hinzugefügt  und  untergemischt.  Bei  einem
Temperaturgradienten  von  -20  °C  bis  -80  °C  erfolgte  ein
schrittweiser Einfrierungsprozess.
43
2.3. XTT-Assay
2.3.1. Material
Für diesen Versuchsaufbau wurde das Cell Proliferation Kit II
(XTT)  der  Firma  Roche  Diagnostics  GmbH  (Mannheim,
Deutschland) verwendet.
2.3.2. Prinzip und Durchführung
Dieser Test wird für die Messung der metabolischen Aktivität
von  lebenden  Zellen  verwendet  und  beruht  auf  einer  nicht-
radioaktiven  quantitativen  Bestimmung  der  Zellbioviabilität
sowie  der  Zellproliferation.  Das  Schlüsselenzym  ist  die
intramitochondriale  Dehydrogenase,  welche  das  gelbe
Tetrazoliumsalz (2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5-carboxanilid-Salz)  in  den  löslichen  orangen
Farbstoff Formazan umwandelt (siehe Abbildung 5).  Dadurch,
dass  dieser  entstehende  Farbstoff  eine  wasserlösliche
Eigenschaft  hat,  lässt  er  anhand  eines  ELISA-Readers
quantitativ  bestimmen,  was  indirekt,  ausschließlich  bei  den
lebenden  Zellen,  den  Messungen  deren  Zahl  und  Vitalität
dient.
Der  Herstelleranweisung  zufolge  wurden  50  µl  vom  XTT-
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Reagenz  (zusammengesetzt  aus  Electron-coupling  reagent
und XTT labeling reagent und im Verhältnis 1 zu 50) in jedes
Well der 96-well Platte pipettiert und danach für drei Stunden
inkubiert.  Daran  schloss  sich  eine  Messung  in  dem
Microreader (DTX 880, multimode detector, Beckman Counter,
Naumburg,  Deutschland)  mittels  der  zugehörigen  Beckman
Counter Multimode Analyse Software an. Die Wellenlänge zur
Messung  der  Absorption  betrug  492  nm.  Die
Hintergrundabsorption wurde mit  einer  Wellenlänge von 750
nm detektiert.
Abbildung  5:  Die  Umwandlung  von  Tetrazolium  in
Formazan (modifiziert nach Tazoe 2000)
2.4. Hämatoxylin-Eosin-Färbung
Der  Versuchsaufbau  für  die  histomorphologische
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Untersuchung entsprach der XTT-Messung. Zuerst wurden die
Zellen  mit  PBS  Puffer  zwei  Minuten  gespült,  mit  Methanol
(Merck,  Darmstadt,  Deutschland)  fixiert  und  mit  70-
prozentigem  Alkohol  (Merck,  Darmstadt, Deutschland)
abgespült. Im Anschluss wurde eine klassische H.E.-Färbung
(Mayers  Hämalaunlösung und Eosin,  beide Substanzen von
Merck,  Darmstadt, Deutschland) durchgeführt  und die Platte
hintereinander mit steigenden Alkoholkonzentrationen (70% -
90%  -  100%)  entwässert.  Die  so  gefärbten  96-well  Platten
wurden unter dem Mikroskop (Zeiss AxioVert 135 Mikroskope
mit AxioCam MRc5, Oberkochen, Deutschland) bei 100 facher
Vergrößerung beurteilt  und Übersichtsaufnahmen angefertigt.
Die  histomorphologische  Auswertung  erfolgte  mit  der
zugehörigen  Software  (AxioVision  Software,  Zeiss  Inc.,
Oberkochen, Deutschland).
2.5. Statistische Analyse
Mit Hilfe von der Software IBM SPSS Statistics Version 22.0
(SPSS GmbH, München, Deutschland) wurde eine statistische
Auswertigung der Ergebnisse vorgenommen.
Hierfür  wurde  die  Normalverteilung  der  Werte  mit  dem
Shapiro-Wilk-Test beurteilt. Da die Daten nicht normal verteilt
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waren, wurden die Werte zwischen den Gruppen mit  einem
nicht-parametrischen Test (Kruskal-Wallis) und Mann-Whitney
U-Test  analysiert.  Die  Unterschiede  wurden  als  statistisch
signifikant bei p <0,05 betrachtet. Box-Plot-Diagramme zeigen
den Median und das erste und dritte Quartil sowie die Minimal-
und Maximalwerte.
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3. Ergebnisse
3.1. XTT-Messung
3.1.1. Alleinige Lasertherapie
Bei beiden Zelllinien führte eine alleinige Laserstrahlung ohne
Chemotherapie  zu  einer  signifikanten  Steigerung  der
Bioviabilität im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrollgruppe
(für  Osteoblasten  p  =  0.0023  und  für  Saos-2  Zellen  p  =
0.0032) (siehe Abbildung 6A, 6B, 7A und 7B).
3.1.2. Alleinige Chemotherapie
Im Vergleich zur Kontrollgruppe führten alle Konzentrationen
von  Zolendronsäure  (50,  100  und  200  µmolar)  zu  einer
signifikanten Reduzierung der Bioviabilität von Osteoblasten (p
= 0.026, p = 0.021, p = 0.031) (siehe Abbildung 6A). Ähnliche
Ergebnisse zeigten sich bei der Inkubation mit Cisplatin bei 13
und  26  µmolar  (p  =  0.001,  p  =  0.001).  Die  Inkubation  mit
geringeren Konzentrationen 3.25 (p = 0,266) und 6.5 µmolar (p
= 0.57) von Cisplatin hatte aber keinen statistisch signifikanten
Einfluss auf die Zellbioviabilität (siehe Abbildung 7A).
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Alle  Konzentrationen von Zolendronsäure  (50,  100 und 200
µmolar) (Alle  p < 0.001)  und Cisplatin (3.25, 6.5, 13 und 26
µmolar)  (Alle  p  <  0.001)  führten  zu  einer  signifikanten
Abnahme der Bioviabilität von Saos-2 Zellen (siehe Abbildung
6B und 7B).
3.1.3. Photoaktivierte Chemotherapie
Eine gleichzeitige Laserstrahlung erhöhte die Zytotoxizität von
Zolendronsäure bei 100 und 200 µmolar bei Osteoblasten (p =
0.029, p < 0.001). Bei 50 µmolar führte sie zu einer statistisch
nicht  signifikanten  Zunahme  der  Zytotoxizität  (p  =  0.445)
(siehe Abbildung 6A). Vergleichbare Resultate zeigten sich bei
einer  Inkubation  mit  Cisplatin.  Bei  höheren  Konzentrationen
von  Cisplatin  (6.5,  13  und  26  µmolar)  kam  es  zu  einer
signifikanten Steigerung der Toxizität  durch Laserstrahlung (p
=  0.024,  p  =  0.027,  p  =  0.027).  Dies  war  jedoch  bei  der
niedrigsten  Cisplatinkonzentration  (3.25  µmolar)  statistisch
nicht signifikant (Siehe Abbildung 7A).
Für Saos-2 Zelllinie war bei jeder verwendeten Konzentration
von  Cisplatin  (3.25,  6.5,  13  und  26  µmolar)  eine  deutliche
Toxizitätszunahme durch Laserstrahlung zu beobachten (siehe
Abbildung 7B). Bei Zolendronsäure war diese Wirkung nur bei
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den  beiden höchsten Konzentrationen (100 und 200 µmolar)
zu  beobachten  (p  <  0.001,  p  =  0.003).  Eine  simultane
Laserstrahlung  bei  50  µmolar  führte  zu  keiner  statistisch
signifikanten Zytotoxizitätssteigerung von Zolendronsäure (p >
0.05) (siehe Abbildung 6B).
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Abbildung  6A:  XTT-Messung  unter  Inkubation  mit
Zolendronsäure
Ein Stern (*) steht für eine Signifikanz mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich
der  jeweiligen  Konzentration  von  Zolendronsäure  zur  nicht  behandelten
Kontrollgruppe. Eine Raute (#) kennzeichnet eine Signifikanz mit einem p-
Wert  <  0,05  im  Vergleich  einer  Laserstrahlung  zur  nicht  bestrahlten
Kontrollgruppe.
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Abbildung  6B:  XTT-Messung  unter  Inkubation  mit
Zolendronsäure
Ein Stern (*) steht für eine Signifikanz mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich
der  jeweiligen  Konzentration  von  Zolendronsäure  zur  nicht  behandelten
Kontrollgruppe. Eine Raute (#) kennzeichnet eine Signifikanz mit einem p-
Wert  <  0,05  im  Vergleich  einer  Laserstrahlung  zur  nicht  bestrahlten
Kontrollgruppe.
52
Abbildung  7A:  XTT-Messung  unter  Inkubation  mit
Cisplatin
Ein Stern (*) steht für eine Signifikanz mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich
der  jeweiligen  Konzentration  von  Cisplatin zur  nicht  behandelten
Kontrollgruppe. Eine Raute (#) kennzeichnet eine Signifikanz mit einem p-
Wert  <  0,05  im  Vergleich  einer  Laserstrahlung  zur  nicht  bestrahlten
Kontrollgruppe.
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Abbildung  7B:  XTT-Messung  unter  Inkubation  mit
Cisplatin
Ein Stern (*) steht für eine Signifikanz mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich
der  jeweiligen  Konzentration  von  Cisplatin zur  nicht  behandelten
Kontrollgruppe. Eine Raute (#) kennzeichnet eine Signifikanz mit einem p-
Wert  <  0,05  im  Vergleich  einer  Laserstrahlung  zur  nicht  bestrahlten
Kontrollgruppe.
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3.2. Histologie
3.2.1. Alleinige Lasertherapie
Weder  primäre  humane  Osteoblasten  noch  Saos-2  Zellen
zeigten histomorphologische Veränderungen.
3.2.2. Alleinige Chemotherapie
Bei  humanen  Osteoblasten  ergaben  sich  charakteristische
Anzeichen von Apoptose und Zellstress bei einer Inkubation
mit Zolendronsäure (50, 100 und 200 µmolar) (siehe Abbildung
8A für 100 µmolar). Ähnliche morphologische Veränderungen
wurden bei einer Inkubation mit den höchsten Konzentrationen
von Cisplatin (13 und 26 µmolar) beobachtet (Siehe Abbildung
9A  für  13  µmolar).  Reduzierte  Zellzahlen,  vergrößerte
Zellkerne und dünne Morphologie waren zu erkennen.
Bei Saos-2 Zellen zeigten sich bei einer  alleinigen Exposition
mit Zolendronsäure (50, 100 und 200 µmolar)  Anzeichen von
zellulärem Stress  (siehe Abbildung 10A für 100 µmolar). Bei
einer  Inkubation mit  Cisplatin (3,25,  6.5,  13 und 26 µmolar)
ließen  sich  ähnliche  morphologische  Veränderungen
beobachten.  Bei  höheren  Konzentrationen  von  Cisplatin
reduzierte  sich  die  Zellzahl  signifikant,  gleichzeitig  mit
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verengten Zytoplasmen und anderen apoptotischen Anzeichen
(siehe Abbildung 11A für 3,25 µmolar von Cisplatin).
3.2.3. Photoaktivierte Chemotherapie
Bei  humanen Osteoblasten  führte  eine  Laserstrahlung  nach
einer Exposition mit Zolendronsäure (100 und 200 µmolar) zur
höherer Anzahl von apoptotischen Zellen im Vergleich zu den
nicht-bestrahlten Kontrollgruppen (siehe Abbildung 8B für 100
µmolar).  Der  gleiche Effekt  wurde für  die  bestrahlten Zellen
nach  einer  Inkubation  mit  Cisplatin  (13  und  26  µmolar)
beobachtet (siehe Abbildung 9B für 13 µmolar).
Bei bestrahlten Saos-2 Zellen erhöhten sich die Anzeichen von
Stress und Apoptose bei Konzentrationen 100 und 200 µmolar
von  Zolendronsäure  (siehe  Abbildung  10B  für  100  µmolar).
Ähnliche  Änderungen  wurden  bei  jeder  Konzentration  von
Cisplatin beschrieben (siehe Abbildung 11B für 3,25 µmolar).
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Abbildung 8: Histologische Untersuchung von humanen
Osteoblasten
A) 100 µmolar Zolendronsäure, ohne LLLT
B) 100 µmolar Zolendronsäure, mit LLLT
(20 Fache Vergrößerung) , H.E.- Färbung
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Abbildung 9: Histologische Untersuchung von humanen
Osteoblasten
A) 13 µmolar cisplatin, ohne LLLT
B) 13 µmolar cisplatin, mit LLLT
(20 Fache Vergrößerung), H.E.- Färbung
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Abbildung 10: Histologische Untersuchung von 
Saos-2 Zellen
A) 100 µmolar Zolendronsäure, ohne LLLT
B) 100 µmolar Zolendronsäure, mit LLLT
(20 Fache Vergrößerung) Saos-2 Zellen, H.E.- Färbung
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Abbildung 11: Histologische Untersuchung von Saos-2
Zellen
A) 3.25 µmolar cisplatin, ohne LLLT
B) 3.25 µmolar cisplatin, mit LLLT
(20 Fache Vergrößerung) Saos-2 Zellen, H.E.- Färbung
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4. Diskussion
4.1.  Wirkung von Cisplatin oder Zolendronsäure
auf die Zellbioviabilität
Cisplatin  und  Zolendronsäure  finden  eine  breite  klinische
Anwendung in der heutigen Onkologie. Cisplatin wird heute bei
zahnreichen soliden Tumoren eingesetzt  (Basu et al., 2010).
Bisphosphonate wie Zolendronsäure wirken osteoprotektiv bei
Osteoporose und ossären Metastasen (Russel et al., 2006). In
einem  Laborpilotversuch  wurde  der  Einfluss  einer
Zusammensetzung  von  lokaler  Chemotherapie  mit  Cisplatin
oder Zolendronsäure mit einer lokalen Laserstrahlung auf den
zellulären Metabolismus analysiert. Für diesen Zweck wurden
in  dieser  Studie  entweder  primäre  humane  Osteoblasten
(HOB) oder Osteosarkomzellen (Saos-2 Zellen)  benutzt.  Die
beobachtete  Abnahme  der  Zellbioviabilität  durch
Zolendronsäure bei beiden Zelllinien wurde bereits vorher von
anderen  Arbeitsgruppen  sowohl  für  humane  Osteoblasten
(Basso et al., 2013, Draenert et al. 2012; Patntirapong et al.,
2012;  Walter  et  al.,  2011)  als  auch  für  Saos-2-Zellen
beschrieben  (Açil et  al.,  2012).  Die  in  dieser  Arbeit
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beobachtete  Zytotoxizität  von  Cisplatin  über  einen  breiten
Konzentrationsgradienten bei Saos-2 Zellen wurde zuvor von
Incesuz et al. und Young et al.  gezeigt (Incesuz et al., 2013;
Young et al., 1997).
4.2.  Einfluss  einer  Laserstrahlung  auf  die
Zytotoxizität von Cisplatin oder Zolendronsäure
Es  ist  wenig  bekannt,  in  welcher  Art  und  Weise  normale
Knochenzellen  und  Knochentumorzellen  auf
Chemotherapeutika  im  Rahmen  der  Photochemotherapie
reagieren.  Durch  eine  Laserstrahlung  verringerte  sich  die
Zellbioviabilität der mit Bisphosphonaten inkubierten humanen
Osteoblasten  und  Saos-2  Zellen.  Die  beobachtete
Photosensibilisierung  war  jedoch  bei  beiden  Zelllinien  für
Cisplatin  im  Vergleich  zu  Zolendronsäure  deutlich
ausgeprägter.  Der  zytotoxizitätssteigernde  Effekt  einer
zusätzlichen  Laserstrahlung  wird  in  Literatur  in
Zusammenhang  mit  verschiedensten  Laserbasierten
Verfahren  beschrieben.  Beispielsweise hat  eine
Photodynamische  Therapie  (PDT),  bei  der  ein
Photosensibilisator durch  Laserlicht  spezifischer Wellenlänge
aktiviert wird, eine verstärkende Wirkung auf die  Zyotoxizität
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von Cisplatin. Dieses wurde für Plattenepithelkarzinome in vivo
von  Uehara  et  al.  (Uehara  et  al.,  2006)  und  für
Dickdarmkrebszellen  in-vivo  und  in-vitro  von  Ge  et  al.
postuliert (Ge et al., 2011). Weitere in-vivo-Forschungsarbeiten
zeigten,  dass  Cisplatinwirkung durch  Laserthermotherapie
(Kanekal et al., 2009) oder interstitielle Lasertherapie verstärkt
werden  kann  (Graeber  et  al,  1999).  Eine  additive
Laserbestrahlung war  in  der  Lage,  die  Zytotoxizität  des
angewandten  Chemotherapeutikums  fast  an  jeder
Konzentration zu erhöhen. In der modernen Literatur ist diese
Art von Therapieansatz als Laserphotochemotherapie bekannt
(Saxton  et  al.,  1995).  Hierbei  wird  von  verschiedenen
Autorengruppen  postuliert,  dass  Chemotherapeutika  als
potentielle  Kandidaten  für  Licht-  oder  Wärmeaktivierung  in
Tumorzellen  fungieren können  (Paiva et al.,  2011). Ähnliche
Resultate  konnten  durch  diese  Arbeitsgruppe  in  einer
vorherigen Arbeit gezeigt werden. Für  Fibroblasten sowie  für
eine  Plattenepithelkarzinomzelllinie wurde  sowohl  von
Heymann et al. (Heymann et al., 2014) als auch von Volpato et
al.  für  Fibroblasten  (Volpato  et  al.,  2011)  ein
toxizitätsteigernder Effekt für Cisplatin durch Laserbestrahlung
belegt.
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4.3.  Biologische  Erklärung  für  die  Wirkung  von
Laserphotochemotherapie
Eine  mögliche  Erklärung  könnte eine  direkte  mitochondriale
Stimulation  durch  Low-Level-Lasertherapie  (LLLT) sein.  Als
Schlüsselenzym gilt  Cytochrom-c-Oxidase,  die  auch  als  ein
endogener Photorezeptor beschrieben ist (Chung et al., 2012,
Poyton et al., 2011). Dieses biologische Phänomen wird auch
als Photobiomodulation bezeichnet (Agrawal et al., 2014).
4.4.  Mögliche  klinische  Anwendung  der
Laserphotochemotherapie bei Knochentumoren
In  einem  Pilotprojekt wurde  die  Wirkung  einer
Lasersphotochemotherapie mit Cisplatin oder Zolendronsäure
auf den Zellstoffwechsel von humanen benignen und malignen
Knochenzellen  untersucht. Eine mögliche klinische Indikation
für  dieses  Konzept  sind  bösartige  Knochentumoren  wie
Osteosarkom,  das  als  Saos-2  Zellen  in  dieser  Studie
dargestellt  ist.  Das  Kieferosteosarkom  (OSJ)  zeichnet  sich
durch eine hohe Rezidivrate (70%) und schlechte Reaktion auf
die  Chemotherapie aus.  Insbesonders  kann  Cisplatin  in
Kombination  mit  Strahlentherapie  langfristige  Remissionen
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verbessern  (Errani  et  al.,  2011).  Basierend  auf  den
Ergebnissen  dieses  Experimentes  könnte  eine
Laserphotochemotherapie,  zusammengesetzt  aus  Cisplatin
oder  Zolendronsäure  und  einer  zusätzlichen  lokalen
Lasertherapie,  zu  einer  Verbesserung  der  lokalen
Tumorkontrolle  führen.  Als  mögliches  klinisches  Konzept
könnte  eine  intraoperative  Brachytherapie  nach  einer
neoadjuvanten  Chemotherapie  mit  Cisplatin  und/oder
Zolendronsäure  sein.  Nach  lokaler  Tumorresektion  wird  das
Operationsfeld  durch  Laserlicht  oder  implantierte  Strahler,
auch Seeds genannt, bestrahlt, was noch im Operationssitus
verbliebenes Tumorrestgewebe abtöten könnte.  Dieses neue
Konzept könnte auch für die Therapie von anderen klinischen
Manifestationen  jenseits  des  Kiefers,  wie  beispielsweise  bei
langen Röhrenknochen von Interesse sein.
4.5. Schlussfolgerung
Bei gleichzeitiger  Inkubation mit  einem Zytostatikum erhöhte
die  Laserstrahlung  seine  Toxizität.  Im  Gegensatz  dazu
aktivierte die alleinige Strahlung den zellulären Stoffwechsel.
Aufgrund  des  Studienmodells  mit  zwei verschiedenen
Zelllinien und zwei verschiedenen Zytostatika könnte postuliert
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werden,  dass  der  beobachtete  Effekt  zytostatika-  wie  auch
zelltypunabhängig  sein  könnte. Eine  mögliche  Erklärung
hierfür  könnte  ein  unmittelbarer  Einfluss  der  Laserstrahlung
auf  die  Mitochondrien  sein.  Möglicherweise  ist  diese
Bestrahlungsform im Stande, die mitochondriale Atmungskette
direkt  zu  aktivieren.  Die  festgestellte  Zytotoxizitätszunahme
von Cisplatin sowie Zolendronsäure lässt sich eventuell  durch
eine erhöhte mitochondriale Aktivität erklären.
Um dies genauer zu  klären, sollten  weitere Untersuchungen
besonders  auf  subzellulärer  Ebene  folgen.  Darüber  hinaus
wäre es  interessant, andere Zelllinien kombiniert mit anderen
Laserstrahlungsdosen  sowie anderen  Zytostatika zu  testen.
Durch die in dieser Studie festgestellte Toxizitätszunahme von
Cisplatin  sowie Zolendronsäure  könnten  sich  neue
Therapiekonzepte in der Behandlung von Knochentumoren im
Kopf-Hals-Bereich entwickeln.
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5. Zusammenfassung/Summary
5.1. Zusammenfassung
Heutzutage  findet  eine  alleinige  Laserstrahlung  (Low-Level-
Lasertherapie)  als  lokal-konservative  Therapie  medizinische
Anwendung,  indem sie zur  Förderung der Wundheilung und
Verringerung  der  Entzündungen  führt.  Dies  wird  versucht
durch eine direkte biostimulative Wirkung der Laserstrahlung
auf die Mitochondrien zur erklären. Diesen Prozess bezeichnet
man als Photobiomodulation. Die photodynamische Therapie
(PDT)  beruht  auf  einer  kombinierten  Nutzung  von  einem
Photosensibilisator  und  der  Laserstrahlung.  In  der
Dermatologie  wird  sie  zur  Behandlung  von
Hautveränderungen eingesetzt. Darüber hinaus wird sie in der
Zahnmedizin  bei  Endodontitiden,  Parodontitiden  und
Periimplantitiden  als  antimikrobielle  photodynamische
Therapie  verwendet.  Diese  Studie  untersucht  die  Wirkung
einer Kombination von LLLT mit einem Chemotherapeutikum
(Cisplatin  oder  Zolendronsäure)  in-vitro auf  den  zellulären
Metabolismus.  Dazu  wurden  primäre  humane  Osteoblasten
und Knochen-Tumorzellen (Saos-2 Zelllinie) mit zunehmenden
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Konzentrationen von Cisplatin oder Zolendronsäure inkubiert
und dann mit Diodenlaser (670 nm, 2 Minuten, 100mW/cm^2)
bestrahlt.  Danach  erfolgte  entweder  eine  Zellviabilitäts-
messung  mittels  XTT-Assay  oder  eine  histologische
Untersuchung durch eine H.E.-Färbung.
Im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrollgruppe erhöht eine
alleinige  Laserbestrahlung  den  Metabolismus  der  beiden
Zelllinien.  Nach  Vorbehandlung  mit  Cisplatin  oder
Zolendronsäure war eine strahlenbedingte Toxizitätszunahme
im  Vergleich  zur  nicht  bestrahlten  Kontrolle  erkennbar.  Die
Osteoblasten  zeigten  eine  geringere  Photosensibilität  für
Cisplatin im Vergleich zur Saos-2 Tumorzelllinie. Im Vergleich
zu einer alleinigen Vorbehandlung mit Cisplatin reduzierte sich
die Bioviabilität der beiden Zelllinien durch  eine gleichzeitige
Laserbestrahlung. Nur bei den höchsten Konzentrationen von
Zolendronsäure  erfolgte  die  strahleninduzierte
Toxizitätszunahme bei den beiden Zellen. In der histologischen
Untersuchung  spiegelten  sich  diese  Ergebnisse  wieder.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine LLLT zu einer
Toxizitätszunahme  von  einem  lokal  applizierten
Chemotherapeutikum führen kann. Daraus könnten sich neue
Therapieansätze für Knochentumoren und -Zysten im Mund-,
Kiefer- und Gesichtsbereich entwickeln.
68
5.2. Summary
Nowadays,  the  low  level  laser  therapy  ist  used  as  locally
conservative  therapy  in  medical  applications,  by  leading  to
promote wound healing and reduce inflammation. This is done
by a direct effect of the biostimulative laser irradiation on the
mitochondria.  This  process  is  referred  to  as
Photobiomodulation. Photodynamic therapy (PDT) is based on
a combined using of a photosensitizer and the laser irradiation.
In dermatology it is used for the treatment of skin lesions. In
addition, it is used in dentistry in the treatment of root canals,
periodontitis and periimplantitis as antimicrobial photodynamic
therapy. This study aims to study the effect of a combination of
LLLT with chemotherapy (cisplatin or zoledronic acid) in vitro
on  cellular  metabolism.  For  this  purpose,  primary  human
osteoblasts  and  bone  tumor  cells  (Saos-2  cell  line)  were
incubated  with  different concentrations  of  cisplatin  or
zolendronic acid and then  were irradiated twice  with  a  diode
laser (670 nm, 2 minutes, 100mW/cm^2). This was followed by
either XTT assay (cell viability test) or histological examination
by HE staining.
Compared to the non-irradiated control group,  a single laser
irradiation  increased  metabolism  of  both cell  lines.  After
pretreatment  with  cisplatin  or  zoledronic  acid  the  radiation-
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induced cytotoxicity was clearly recognizable compared to the
non-irradiated  control.  The  osteoblasts  showed  lower
photosensitivity  for  cisplatin  compared  to  Saos-2  tumor  cell
line. In cases of pretreatment with cisplatin the viability of the
two cell  lines has been reduced by their  simultaneous laser
irradiation.  The increased radiation-induced toxicity  occurred
only by the highest concentrations of zoledronic acid.  These
results were reflected in the histological examination  as well.
LLLT  can  lead  to  an  increase  of  toxicity  of  local  applied
chemotherapeutic agent. This can be of therapeutic interest in
the  deveolopment  of  new  therapeutic  approaches  for  bone
tumors and cysts in the oral and maxillofacial region.
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